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の色素沈着に加え上眼瞼溝深化（Deepening of the 









であることが示唆されている 15）．実際に Taketani ら
はマウスの腹腔内脂肪である 3T3-L1 細胞を用いて，
PGs がプロスタノイド F 型プロスタグランジン受容体




peroxisome proliferator-activated receptor gamma
（PPARγ）が抑制されたとの報告もある 17）．
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ABSTRACT
	 PURPOSE: To elucidate the molecular pathology of deepening of the upper eyelid sulcus (DUES) induced by 
prostaglandin analogues (PGs), through a three-dimension (3D) tissue culture system using human orbital fibroblasts 
(HOFs).
	 METHODS: Effects of either 100 nM bimatoprost acid (BIM) or 100 nM prostaglandin F2α (PGF2α) were 
examined for the 3D organoids from HOFs.  The size of BIM and PGF2α organoids were measured during cultivation, 
and evaluated the expression of the extracellular matrix (ECM) by immunolabeling and quantitative PCR.
	 RESULTS: The size of the 3D organoids become smaller by the presence of PGs. Unique changes in ECM 
expressions were also observed upon the presence of PGs.
	 CONCLUSIONS: Our present study suggests that PGs have the influence to regulate the expression of ECMs’ 
network within the HOFs 3D organoids. Thus, a 3D tissue culture system may be a suitable strategy toward 
understanding disease etiology of DUES.
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PGs によって引き起こされる DUES の病態機序は脂
肪分化誘導の制御よりも，眼窩部脂肪とそれを取り巻
く細胞外マトリクス（extra cellular matrix: ECM）
の 3 次元構造の変化による可能性が示唆される．従っ
てこの仮説を検討するためには通常の眼窩部脂肪組織


















　Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (No. 
11965118; Gibco/Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA), Fetal Bovine Serum (FBS) (No. A3160402; 
Gibco/Thermo Fisher Scientific), L-glutamine (No. 
25030081; Gibco/Thermo Fisher Scientific), Antibiotic-
Antimycotic (No. 15240062; Gibco/Thermo Fisher 
Scientific), Methylcellulose (Methocel A4M) (No. 
94378; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), Trypsin-EDTA 
(0.25％ ), phenol red (No. 25200056; Gibco/Thermo 
Fisher Scientific), Phosphate Buffered Salts 
pH7.4 (PBS) (No.10010049; Gibco/Thermo Fisher 
Scientific), Dimethyl sulfoxide (DMSO) (No. D2650; 
Sigma-Aldrich), Bimatoprost free acid (No. 16810; 
Cayman chemical), Prostaglandin (PG) F2α (No. 
16010; Cayman chemical), Anti-Collagen Type 1, 
Rabbit-Poly (No. 600-401-103-0,1; ROCKLAND, 
Limerick, PA), Anti-Collagen Type 4, Rabbit-Poly 
(No. 600-401-106-0,1; ROCKLAND), Anti-Collagen 
Type 6, Rabbit-Poly (No. 600-401-108-0,1; ROCKLAND), 
Fibronectin (EP5), mouse monoclonal IgG (No. 
sc-8422; Santa Cruz Biotechnology, Mississauga, 
Canada), 4',6-diamidino-2-phenylindole solution 
(DAPI) (No. D523; Dojindo, Japan), Phalloidin-
iFluor 594 Conjugate (No. 20553; Cayman Chemical), 
F(ab')2-Goat anti-Rabbit IgG(H+L) Secondary 
Antibody, Alexa Flour 488 (No. A11070; Gibco/
Thermo Fisher Scientific), F(ab')2-Goat anti-Mouse 
IgG(H+L) Secondary Antibody, Alexa Flour 488 (No. 
A11070; Gibco/Thermo Fisher Scientific), Albumin 
solution, from bovine serum (BSA) (No. A8327, 
Sigma-Aldrich), Prolong Gold Antifade Mountant 
(No. P36934; Gibco/Thermo Fisher Scientific)
2・2　ヒト眼窩部脂肪組織の培養
　眼科非炎症性疾患 4 症例（眼窩脂肪ヘルニア 2 例：






の滅菌シャーレ上で細かく分割し，10 ％ FBS，1 ％ 
L-Glutamine および 1 ％ Antibiotic-Antimycotic を
含む DMEM 培養液を加え，37 ℃かつ 5 ％ CO2 の湿
潤環境下にて培養した．培養液は 2-3日に一度交換し，
得られた線維芽細胞（Human orbital fibroblasts: 
HOFs）を継代（3-7 回）して以下の 3 次元培養に使
用した．
2・3　HOFs の 3 次元培養
　100 mm 及び 150 mm の滅菌培養シャーレにて 90-
100 ％ コンフルエントの状態まで培養したHOFsをPBS
で2回洗浄後，0.25 ％ trypsin-EDTAを用いてシャー
レより剥離回収し，培養液を加え 300 × g で 5 分間
遠心させ HOFs ペレットとした．3 次元培養プレート
には，hanging drop culture plate（No.HDP1385; 
Sigma-Aldrich）を用いた．3 次元培養で形成される
オルガノイドの形状を安定させる目的で 0.25 ％ 
Methocel を加えた培養液で HOFs ペレットを懸濁し，
1-well（28 μL）あたり約 20,000 細胞になるよう調
整後培養を開始した（Day - 0）．培養液の交換は毎日
1-well あたり 14 μL を吸引除去し，新しい培養液 14 μL
と交換した．
　Figure 1 に示すように HOFs の 3 次元培養は 12 日
間のプロトコルで行った．従来から使用されているト
ラボプロスト，ラタノプロスト，タフルプロストは





究においては PGs 群としては bimatoprost（BIM）
393 次元培養を用いた DUES 病態解析
または prostaglandin F2α（PGF2α）を用いた．濃
度は 1 μM から 10,000 μM まで検討し，各濃度での
結果に差がないことを他の実験で確認しており，本研





　HOFs オルガノイドのサイズ測定は培養中 3 次元
培養プレートを顕微鏡（Nikon ECLIPSE TS2; Tokyo, 
Japan）で連日撮像（倍率× 4）し行った．各群で
HOFs オルガノイドの最大径が描出される高さにて撮像
し（n=16），Image-J software version 1.51n（National 




　培養 12 日目（Day - 12）で回収したオルガノイド
を 4 ％ PFA in PBS を用いて 24 時間固定し，3 ％ 
BSAを用いてブロッキング，PBSで2回洗浄後，1:200
に濃度調整した一次抗体（Collagen Type 1，Type 4，
Type 6，および Fibronectin）を加えて 4 ℃の環境下で
24 時間培養した．PBS を用いて 3 回洗浄後，1:500 に
濃度調整した二次抗体，1:1000 に濃度調整した DAPI
および Phalloidin を加えて室温で 3 時間培養した．そ
れぞれのオルガノイドをカバーガラスへ移し，ProLong 
Gold を用いて封入した．共焦点顕微鏡（Nikon A1 
confocal microscopy, Tokyo, Japan）を用いて免疫
染色されたオルガノイドを撮像した．倍率 20 倍の対
物レンズを用い，オルガノイドの底面から 35 μm の
高さまで，2.2 μm 間隔で 16 枚，1024 × 1024 ピクセル
に設定し撮像を行い，NIS element 4.0 software の
maximum intensity projection を用いて Z-stack 画
像を得た．得られた画像のオルガノイドに含まれる染
色輝度総量を Image-J software version 1.51 n を用
いて定量した．COL-1，COL-4 は n=6，COL-6 は
n=7，Fibronectin は n=4 でそれぞれ解析した．
2・6　遺伝子発現解析
　培養 12 日目（Day - 12）で各群 16 個ずつの HOFs
オルガノイドを回収し RNeasy mini kit（Qiagen, 
Valencia, CA）を用いて RNA を抽出した．cDNA の
作成にはSuperScript IV kit（Invitrogen）を用いた．
遺伝子発現解析にはStepOnePlus machine（Applied 
Biosystems/Thermo Fisher Scientific）を使用，Power 
SYBR Green Master Mix および Universal TaqMan 
Master Mix を用いて real-time PCR（qPCR）を行った．





Figure 1. HOFs を用いた 3 次元培養プロトコル．
 Day - 0 で各 Well に 20,000 個の細胞を撒き，Day - 1 より 0.25 ％ Methocel，0.1 ％ DMSO を加えた培養液を Day - 12 まで毎日
交換した（CONT群）．CONT群と同じ培養液にそれぞれ100 nM bimatoprost（BIM群），100 nM prostaglandin F2α（PGF2α群）






















　解析には GraphPad Prism 7（GraphPad Software, 
San Diego, CA）を用いた．グループ間の解析は one-




　Figure 2に示すように3次元培養12日目（Day - 12）
までに球形の HOFs は徐々に小さなサイズのオルガ
Figure 2. PG 剤の有無によるHOFs オルガノイドの形態変化の推移
 A）Day - 1 及び Day - 12 における各群の HOFs オルガノイドの写真．Scare bar：100 μm．　B）Day - 12 までの各群の HOFs
オルガノイドの最大断面積（μm2）変化．　C）Day - 1 および Day - 12 におけるオルガノイドの最大断面積（μm2）比較．Day - 1
では有意差が認められなかったが，Day - 12 では CONT 群に比べて PGs 群（BIM 群，PGF2α群）において有意にサイズ縮小が
認められた． *** P<0.005，N.S.，not significant （ANOVA followed by a Tukey's multiple comparison test）．
413 次元培養を用いた DUES 病態解析
ノイドに成熟安定化した．CONT 群に比べ，BIM ま
たは PGF2 αを加えた群の HOFs 培養オルガノイド
の最大径は 3-4 日目より有意に小さくなったものの，
両薬剤間で有意差は見られなかった．4 検体とも同様
の結果を得たため，Figure 3 では代表症例として 50
歳代男性における結果を提示した．
　次に各群での ECM の変化を検討するために Day - 12
で回収した HOFs オルガノイドを用いて HOFs の主
要な ECM である Collagen type I（COL-1），type IV
（COL-4），type VI（COL-6） お よ び Fibronectin-1
Figure 3. 主な ECM（COL-1，COL-4，COL-6，及び FN-1）抗体を用いた HOFs オルガノイドの免疫染色．
 A）多重染色の confocal image．CONT 群 COL-6 の一例．培養オルガノイドの細胞の状態を確認する目的で行い，内部壊死がない
ことを確認している．Scare bar：100 μm．　B）confocal image．Scare bar：100 μm．　C）各 ECM 抗体による染色輝度の




発現定量解析を行った．Figure 3 および 4 に示すよ
うに COL-1 の発現は，CONT 群に比較して BIM 群





ECM である COL-1 の発現増加による可能性が示唆
された．
4　考察






















より 3 次元培養した HOFs オルガノイドを作成し，
脂肪分化誘導をしないオルガノイドに対して PGs の
影響を検討した結果，HOFs オルガノイドのサイズの














Figure 4. HOFs オルガノイド（Day - 12）における主な ECM（COL-1，COL-4，COL-6，及び FN-1）の qPCR 遺伝子発現．
 PG 剤（BIM 及び PGF2α）の付加により，主に COL-1 の発現増強が認められた． * P<0.05，** P<0.01，*** P<0.005，N.S.，
not significant （ANOVA followed by a Tukey's multiple comparison test）．




存在するものは COL-1 である 24）．COL-4 は基底膜
に存在する Collagen として知られている 25，26）．





ECM で，COL-1 に隣接して存在している 27）．ECM




　今回得られた HOFs オルガノイドの ECM 遺伝子
発現において，COL-6 および FN-1 については PGs
の影響はほとんど見られなかった．しかし HOFs オ
ルガノイドを取り巻くこれらの ECM の 3 次元的ネッ
トワークの中で主要な ECM である COL-1 の発現が
PGs により有意に増加したことは，COL-1 がこれら
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